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2  RESUMO A radioterapia (RXT) é amplamente indicada para o tratamento do câncer, entretanto, essa terapia provoca efeitos indesejáveis. A oxigenação hiperbárica (OH) tem sido utilizada para minimizar as alterações decorrentes da radiação. O objetivo deste trabalho foi avaliar as alterações macroscópicas e mecânicas do osso previamente submetido à radiação ionizante, e tratado com oxigenação hiperbárica. Foram utilizadas as tíbias de 20 ratos machos da linhagem Wistar, com peso entre 300 a 400g, distribuídas aleatoriamente em grupos: Controle (Tíbia direita: n=5), Radioterapia (Tíbia esquerda: n=5), Oxigenação Hiperbárica (Tíbia direita: n=5) e Radioterapia + Oxigenação Hiperbárica (Tíbia esquerda: n=5). A radioterapia foi realizada na tíbia esquerda em todos os animais e, após 30 dias, em 10 animais foi realizada oxigenação hiperbárica diariamente até o sacrifício. Após 3 ou 7 dias da OH, todos os animais foram sacrificados e as tíbias removidas para análise macroscópica e biomecânica. Os valores de comprimento e espessura foram maiores nas amostras não irradiadas quando comparados às irradiadas. Observou-se aumento significativo nos valores de comprimento no grupo Radioterapia quando comparados os períodos de 3 e 7 dias. Também houve aumento da espessura AP ao longo do tempo nos grupos Radioterapia e Radioterapia + Oxigenação Hiperbárica. No osso irradiado, houve uma tendência à redução da força, da energia de trabalho para falha e da rigidez em comparação com o osso não irradiado, mesmo após a oxigenação hiperbárica. Houve diferença significativa para a Força Máxima (Fmax) apenas entre o grupo Controle quando comparado a Radioterapia no dia 7. Os resultados indicam que a radiação ionizante alterou o crescimento e a resistência do osso. Embora houvesse uma tendência para melhora das condições ósseas após OH, ela não foi suficiente para compensar os prejuízos causados pela radiação ionizante no osso.  Palavras-chave: Tecido ósseo – Radioterapia – Oxigenação Hiperbárica.  
3  ABSTRACT Radiation therapy is widely indicated for cancer treatment. Hyperbaric oxygen has been used to assist would healing in the treatment of complications associated with the effects of radiation. The tibiae of twenty male healthy Wistar rats, weighing 300 to 400g were randomly divided into Control (Right tibiae: n=5), Radiotherapy (Left tibia: n=5), Hyperbaric Oxygen Therapy (Right tibiae: n=5) and Radiotherapy + Hyperbaric Oxygen Therapy (Left tibiae: n=5) groups. Radiotherapy was made on the left tibiae in all animals. Treatment with HBO started 30 days after radiotherapy and was conducted daily in 10 animals until euthanasia. After 3 or 7 days, all the animals were euthanized and tibiae removed for Macroscopic and Biomechanical analysis. Length and thickness values were greater in non-irradiated specimens when compared to irradiated. A significant increase in length values was observed in the Radiotherapy group when compared day 3 and day 7. There was also an increase in AP thickness over time in the groups Radiotherapy and Radiotherapy + Hyperbaric Oxygen Therapy. Irradiated bone tended to reduce the force, work to failure and stiffness compared with non-irradiated bone, even with HBO treatment, with significant difference observed for Fmax between Control group when compared to Radiotherapy at day 7. The results indicate that ionizing radiation has altered bone growth and strength. Although there was a tendency for improvement of the bone conditions after HBO, this therapy was not enough to compensate for the damages caused by the ionizing radiation in the bone.  Keywords: Bone tissue – Ionizing Radiation - Hyperbaric oxygen therapy.   
4  1- INTRODUÇÃO E REFERENCIAL TEÓRICO          O osso (como um orgão) e o esqueleto (como um todo) apresentam funções essenciais para o funcionamento do corpo humano. Sua arquitetura, em conjunto com os músculos esqueléticos, propicia dinamismo mecânico, sustentação e proteção de órgãos internos. Os ossos também contribuem para o armazenamento e equilíbrio de minerais e triglicerídeos (Junqueira & Carneiro, 2013), bem como para a produção de células mesenquimais, eritrócitos, leucócitos e plaquetas por meio da medula óssea, que é um tecido conjuntivo especializado presente no interior dos ossos longos (Junqueira & Carneiro, 2013).  O tecido ósseo é uma forma especializada de tecido conjuntivo constituído por uma fase mineral ou inorgânica que se assenta sobre uma matriz colágena ou orgânica. A fase inorgânica é composta essencialmente por cristais de fosfato de cálcio sob a forma de hidroxiapatita, enquanto a fase orgânica é composta por colágeno tipo I, proteoglicanas e proteínas não colágenas. A combinação entre os componentes minerais e os componentes orgânicos confere ao tecido ósseo rigidez com boa maleabilidade, tornando-o resistente às demandas funcionais (Katchburian & Arana, 2012; Junqueira & Carneiro, 2013).  Quatro diferentes tipos de células compõem o osso: osteoblastos, osteoclastos, osteócitos e células osteoprogenitoras. As células responsáveis pela síntese e deposição da matriz orgânica são os osteoblastos que também participam do processo de mineralização dessa matriz. Adjacente aos osteoblastos existem células osteogênicas ou osteoprogenitoras que se diferenciam em osteoblastos quando necessário. Durante a formação óssea alguns osteoblastos ficam aprisionados na matriz, sendo então denominados osteócitos. Estas células se comunicam entre si formando uma rede que permite a passagem de nutrientes e outras substâncias essenciais para a sobrevivência do osso. Além disso, os osteócitos participam da monitoração e manutenção da matriz óssea (Chen et al., 2009). Os osteoclastos, por sua vez, são células multinucleadas localizadas na superfície da matriz óssea e 
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responsáveis pela reabsorção da mesma, sendo ativos no processo de remodelação óssea (Katchburian & Arana, 2012; Junqueira & Carneiro, 2013; Florencio-Silva et al., 2015). Microscopicamente, o tecido ósseo pode ser classificado em primário (imaturo) ou secundário (maduro ou lamelar). O tecido ósseo imaturo apresenta fibrilas colágenas sem organização definida, maior número de osteócitos incluídos na matriz óssea e menor conteúdo mineral. No adulto ele está presente nas suturas dos ossos do crânio, nos alvéolos dentários e em alguns pontos de inserção de tendões. Além disso, ele é depositado em situações que exijam uma rápida formação óssea, como acontece na região de reparação de fraturas. Por sua vez, o osso maduro possui uma arquitetura organizada em ósteons, que contém um canal de Harvers central, envolvido por lamelas concêntricas de matriz óssea. No interior desses canais transitam nervos e vasos sanguíneos. Entre as lamelas concêntricas se encontram pequenas cavidades onde estão alojados os osteócitos, interconectados pelos canalículos. Em um indivíduo adulto e saudável, o osso maduro adquire estrutura lamelar, com menor número de osteócitos incluídos na matriz e maior conteúdo mineral, o que lhe garante maior resistência à demanda mecânica (Katchburian & Arana, 2012; Junqueira & Carneiro, 2013; Florencio-Silva et al., 2015). Macroscopicamente, o tecido ósseo apresenta importantes diferenças na organização estrutural. O osso cortical ou compacto se apresenta na forma de um sólido denso e é localizado nas superfícies ósseas. Por sua vez, o osso esponjoso ou trabecular, possui um arranjo em trabéculas delimitando pequenas cavidades, preenchidas por medula óssea. Embora macroscopicamente diferentes, o osso cortical e o osso esponjoso possuem a mesma constituição histológica (Katchburian & Arana, 2012; Junqueira & Carneiro, 2013).  As superfícies internas e externas dos ossos são revestidas por células osteogênicas e tecido conjuntivo, que constituem o endósteo e o periósteo, respectivamente. Ambos possuem a função de nutrir o tecido ósseo e fornecer 
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osteoblastos para o seu crescimento e reparação (Junqueira & Carneiro, 2013). O endósteo é rico em células, especialmente precursoras ósseas, e suprimento vascular, enquanto o periósteo é um tecido conjuntivo fibroso (Katchburian & Arana, 2012; Ten Cate, 2013; Florencio-Silva et al., 2015).  Apesar do seu aspecto aparentemente inerte e estático, os ossos são estruturas dinâmicas, apresentando um processo combinado de formação e reabsorção, denominado de remodelação óssea. Este processo é contínuo e fisiológico, permitindo que o tecido ósseo se renove constantemente, responda aos estímulos externos e também sofra reparação para manutenção da sua arquitetura (Katchburian & Arana, 2012).      Em condições fisiológicas, os ossos são formados por duas maneiras distintas: ossificação intramembranosa e/ou ossificação endocondral. A ossificação intramembranosa ocorre durante o desenvolvimento dos ossos chatos ou laminados, especialmente aqueles que se encontram no crânio. Por sua vez, a ossificação endocondral acontece quando as células mesodérmicas se transformam em células produtoras de cartilagem, antes do início da formação do osso. É um processo mais lento que a ossificação intramembranosa e ocorre na maioria das partes do esqueleto, principalmente nos ossos longos (Abrahamsohn, 2008). A ossificação endocondral em ossos longos ocorre utilizando uma matriz de cartilagem como molde. Inicialmente, a mineralização ocorre na periferia da matriz cartilaginosa, o que impede que os vasos sanguíneos penetrem a região interna e central da cartilagem. Devido à condição de hipóxia da região central, a matriz de cartilagem sofre alterações, com hipertrofia dos condrócitos; redução e mineralização da matriz cartilaginosa, e apoptose dos mesmos. (Junqueira & Carneiro, 2013). As cavidades deixadas pela morte destas células são invadidas por capilares sanguíneos, que levam células mesenquimais indiferenciadas do tecido conjuntivo adjacente para o interior das cavidades. Essa penetração por vasos sanguíneos irá formar um centro de ossificação chamada centro primário. Ele ocupa o centro da diáfise e irá se expandir 
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longitudinalmente rapidamente, acompanhado por um crescimento também longitudinal do periósteo (Junqueira & Carneiro, 2013). Este processo origina a formação de espículas ósseas constituídas por matriz óssea e por matriz cartilaginosa que se mineraliza. Sendo assim, gradualmente, depois de um processo de reabsorção e remodelação, o tecido cartilaginoso é substituído por tecido ósseo. Desde o início da formação do centro primário de ossificação surgem osteoclastos, trazidos pelo suprimento sanguíneo, que irão reabsorver matriz óssea no interior do osso para a formação do canal medular. Mais tarde, ocorre o surgimento de centros secundários de ossificação, nas epífises (extremidades) do molde cartilaginoso com mecanismos de ossificação semelhante. Conforme o crescimento evolui, restará tecido cartilaginoso apenas em dois locais: na superfície articular e no disco epifisário (Junqueira & Carneiro, 2013). Após a maturidade, há um decréscimo do percentual de crescimento longitudinal dos ossos longos. De uma maneira geral, depois que o osso atinge seu tamanho e forma adultos, o tecido ósseo antigo permanece em crescimento devido ao processo de remodelação óssea, resultando em um crescimento aposicional da superfície óssea, que se altera em decorrência de estímulos funcionais ou injúrias ao tecido (Junqueira & Carneiro, 2013). O tecido ósseo possui uma estrutura hierárquica bastante complexa, que é essencial para o seu desempenho mecânico. A composição óssea, em conjunto com a geometria macroscópica, bem como a microarquitetura são responsáveis por determinar as propriedades mecânicas dos ossos (Currey et al., 2007; Cole et al., 2011; Chappard et al., 2011). Com relação à composição, acredita-se que a matriz colágena óssea contribui significantemente à resiliência óssea, ou seja, à capacidade de absorver certa quantidade de energia sem fraturar. Por sua vez, a rigidez óssea seria determinada principalmente pela fase mineral. Sendo assim, a porção orgânica estaria relacionada à resistência à fratura, compressão e tração, conferindo maleabilidade tecidual sem que osso perca clinicamente sua dureza. Já a 
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resistência à deformação, que garante a rigidez e a dureza, estaria relacionada aos componentes ósseos inorgânicos (Dalmolin et al., 2013; Cole et al., 2011).  As diferenças macroscópicas dos ossos também contribuem para suas propriedades mecânicas. Ossos corticais e esponjosos possuem composição similar com diferentes configurações estruturais como descrito anteriormente. Essa diferença estrutural, combinada ao pequeno tamanho das trabéculas, resulta em menor rigidez e resistência do osso esponjoso quando comparado ao osso cortical (Cole et al., 2011).  Além disso, é importante observar que o osso apresenta anisotropia (Chappard et al., 2011; Cole et al., 2011), o que significa que suas propriedades mecânicas não são iguais em todas as direções e dependem da direção de aplicação de carga. Ossos longos, por exemplo, são mais resistentes na orientação longitudinal do que na tangencial ou radial; isso se deve principalmente ao fato dos ósteons serem orientados de acordo com o longo do eixo do osso e justapostos entre si.   As características estruturais ósseas também estão relacionadas à própria demanda funcional (Currey et al., 2007; Chappard et al., 2011; Cole et al., 2011), ou seja, todos os seus componentes ser organizam de tal forma, que o osso seja capaz de responder adequadamente à demanda a que é submetido. O osso resiste e transmite cargas de forma eficaz devido ao equilíbrio das propriedades mecânicas, como rigidez e flexibilidade, além do seu arranjo anatômico. Dessa forma, em condições normais, ao receber um carregamento fisiológico de força com uma quantidade de energia, o osso pode absorver e dissipar essa força, sem alterações drásticas em sua composição inorgânica e orgânica, ou em sua organização estrutural, e, em seguida poderia receber novas cargas. Entretanto, quando as forças aplicadas excedem a resistência limite do osso, ou quando este é fragilizado, podem ocorrer fraturas (Currey et al., 2007; Cole et al., 2011).  A resposta óssea frente às cargas mecânicas torna-se ainda mais complexa, pois as características do tecido podem ser alteradas devido à fatores locais e sistêmicos (Roschger et al., 2007; Guadalupe-Grau et al., 2009). A radioterapia, frequentemente usada para o tratamento de câncer de cabeça e pescoço (Da Cunha et al., 2007), pode modificar a dinâmica de 
9  
crescimento e remodelação do tecido ósseo, e, consequentemente, resultar em alterações estruturais e mecânicas.  A radioterapia busca o máximo de erradicação das células tumorais com o mínimo efeito deletério aos tecidos saudáveis adjacentes ao tumor. Entretanto, a radiação não é capaz de atingir apenas as células tumorais (Da Cunha et al., 2007), sendo assim, as alterações nos tecidos circunvizinhos são inevitáveis (Da Damrom et al., 2003). Os efeitos da radiação atingem principalmente os tecidos com altas taxas de proliferação, que respondem com reações agudas à radioterapia (efeitos precoces). Entretanto, é importante lembrar que os efeitos da radiação podem perdurar durante meses ou anos após o tratamento (efeitos tardios) (Hall, 2000).  O osso, quando submetido à altas doses de radiação, pode apresentar desequilíbrio da atividade osteoblástica e osteoclástica, favorecendo a reabsorção óssea (Maeda et al., 1988). A radiação também reduz a população de osteócitos e osteoblastos, com um declínio no processo de mineralização óssea (Muhonen et al., 2004, Batista et al., 2014). Além disso, há um comprometimento da nutrição tecidual, devido à hipóxia, diminuição da vascularização e fibrose vascular (Muhonen et al., 2004, Michel et al., 2015). Além disso, a radiação reduz a matriz óssea, altera a morfologia dos canais ósseos (Rabelo et al., 2010) e aumenta a fragilidade óssea (Wernle et al., 2010, Michel et al., 2015). Sendo assim, a reparação e a resistência mecânica serão comprometidas no osso irradiado (Michel et al., 2015), o que pode, ao longo do tempo, gerar fraturas ósseas espontâneas ou osteorradionecrose (Michel et al., 2015).  Rabelo e colaboradores (2010) observaram diminuição na quantidade de matriz óssea e alteração na distribuição dos canais ósseos em tíbias de coelho submetidas à radioterapia. Em seu estudo, os autores observaram que os canais ósseos estavam distribuídos aleatoriamente, com formas e padrões heterogêneos, indicando desorganização da rede de canais. Os autores sugeriram que estas mudanças poderiam alterar as propriedades mecânicas do osso embora esse parâmetro não tenha sido avaliado pelos autores. Wernle e colaboradores (2010), após análise morfológica, avaliação biomecânica e 
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modelos em elementos finitos, acrescentam que a radiação local induz a alterações na morfologia e resistência ósseas com o passar do tempo.  Michel e colaboradores (2015), através da análise de micro tomografia computadorizada, analisaram vascularização, volume e espessura da região cortical do tecido ósseo. Em seu estudo, os autores observaram que a radiação resultou em uma redução da vascularização intraóssea, comprometendo o transporte de nutrientes e oxigênio. Como consequência, ocorre a degradação da morfologia óssea e das propriedades mecânicas do osso após radiação. Vários recursos têm sido testados para minimizar os efeitos deletérios decorrentes da radioterapia, e, entre eles, está a Oxigenação Hiperbárica (Kawada et al., 2013). A OH é uma modalidade terapêutica que consiste na administração de oxigênio puro a 100 % numa pressão ambiente maior do que ao nível do mar, utilizando-se de equipamentos denominados câmaras hiperbáricas. As câmaras hiperbáricas podem ser individuais (com capacidade para apenas um paciente) ou múltiplas (com capacidade para vários pacientes) (Thom, 2011). Essa terapia promove uma elevação da quantidade de oxigênio dissolvido no sangue em decorrência da elevação do aporte de oxigênio inspirado e da pressão dentro da câmara, auxiliando a oxigenação tecidual.   Os princípios atribuídos à eficiência da OH estão relacionados à sua capacidade de estimular a vascularização, a angiogênese e a capacidade osteogênica devido à maior disponibilidade de oxigênio para as células. Além disso, ela estimula a proliferação celular, interferindo na síntese de colágeno (Al Hadi et al., 2015) com efeitos positivos no reparo tecidual (Rocha et al., 2015), especialmente no que se refere ao reparo de áreas irradiadas (Salgado et al., 2009, Jacobson et al., 2010; Kawada et al., 2013; Pedersen et al., 2013). O estímulo à osteogênese pela OH já foi relatado em pesquisas com animais e casos clínicos. Em 1996, Sawai et al. realizaram um estudo para avaliar o efeito da terapia em enxertos ósseos autógenos livres transplantados de crista ilíaca para as mandíbulas de coelhos e os resultados indicaram que ela acelera a união de enxertos ósseos autógenos livres. Outros estudos 
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também demonstraram que a OH eleva a atividade da fosfatase alcalina, um marcador da formação óssea, em ratos após osteotomia (Nilson et al., 1989), aumenta a atividade dos osteoblastos e a angiogênese em mandíbulas submetidas à distração (Muhonen et al., 2004) e favorece a expressão do fator de crescimento endotelial vascular durante o reparo ósseo (Fok et al., 2008). Kawada et al. (2013), por meio de experimentos realizados com animais, notaram que o aumento da tensão de oxigênio influencia também o metabolismo ósseo. Em seu estudo, a OH aumentou significativamente as taxas de deposição mineral e de formação óssea, acelerando o reparo de fraturas ósseas. Os autores acrescentam que essa melhora do reparo resultou em maior rigidez e Força Máxima até a falha das amostras analisadas. Pedersen et al. (2013), ao estudarem o reparo ósseo em defeitos críticos de calvária de ratos, também observaram resultados promissores. Os autores observaram melhora da vascularização e da neoformação óssea após oxigenação hiperbárica.·. Alguns autores também avaliaram os benefícios da OH em osso irradiado. Neovius e colaboradores (1997) afirmaram que a radioterapia provoca danos às células e à vascularização tecidual. Segundo os autores, qualquer cirurgia em tais tecidos tem uma maior possibilidade de complicações porque a reparação das feridas depende da angiogênese e da atividade dos fibroblastos, bem como da atividade leucocitária que estão prejudicados. Ainda de acordo com os autores, a OH aumenta os níveis de oxigênio no tecido hipóxico, estimula a angiogênese e fibroplasia, e tem efeito antibacteriano, atuando em sinergia com os antibióticos evitando infecções ósseas. De forma semelhante, Muñoz et al. (2005) e Jacobson et al. (2010) afirmam que, o aumento do transporte e disponibilidade de oxigênio plasmático na OH proporcionam um efeito terapêutico em todas as enfermidades em que ocorre hipóxia tecidual, com benefícios à micro vascularização e angiogênese.  A hipótese dos investigadores e que OH favoreça a macro arquitetura e as propriedades biomecânicas do osso submetido e não submetido a terapia de radiação.  Embora existam muitos trabalhos a respeito dos benefícios da 
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oxigenação hiperbárica, ainda há um vasto campo a ser explorado sobre essa terapia e seus efeitos no tecido ósseo, especialmente o tecido ósseo irradiado, tanto em relação às propriedades biomecânicas, como em relação à arquitetura e reparo tecidual.                      
13  2- PROPOSIÇÃO                    Avaliar, em modelo experimental em ratos, as alterações macroscópicas e mecânicas do osso previamente submetido à radiação ionizante, e tratado com oxigenação hiperbárica.    
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RADIOTERAPIA   O protocolo de Radioterapia foi realizado conforme descrito por Batista et al. (2014).  Antes da sessão de radioterapia os animais foram submetidos à anestesia geral através da injeção intraperitoneal, contendo 0,07ml/100g do relaxante muscular Cloridrato de Xilazina 2% (Anasedan® Divisão Vertbrands Saúde Animal – Jacareí – SP/Brasil) e 0,1ml/100g do anestésico e analgésico Cloridrato de Quetamina 10% (Dopalen® Divisão Vertbrands Saúde Animal – Jacareí – SP/Brasil).  A radioterapia foi realizada utilizando o Acelerador Linear de Elétrons de 6MeV (Varian 600-C® Varian Medical Systems Inc. Palo Alto, Califórnia/EUA) com dose única de 30 Gy. A perna esquerda de cada animal foi estendida e fixada lateralmente em posição pré-determinada com espátulas de madeira e fita adesiva (Scotch®, 3M do Brasil, São Paulo-SP/Brasil). Uma placa de cera com 1,5 cm de espessura foi colocada sobre a perna do animal. As tíbias foram irradiadas em um campo único. Todas as medidas de segurança foram adotadas e o feixe de radiação foi colimado, limitando a área irradiada (Figura 2). Após a radioterapia, os animais foram monitorados e, em caso de danos à pele, feridas ou infecção, o animal foi excluído do experimento. 
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    Figura 6: Linearização da curva da carga de deslocamento e a carga máxima até o momento de fratura da amostra.   ANALISE ESTATÍSTICA  A análise estatística foi realizada no programa GraphPad Prism 6.0 (GraphPad Prism Version 6.0 for Windows, San Diego, CA, USA). Inicialmente os valores obtidos foram submetidos ao teste de normalidade. Após verificada a distribuição normal, os parâmetros foram analisados utilizando os testes ANOVA com pós-teste de Tukey para comparação entre os grupos e teste t não-pareado para comparação dos tempos experimentais em cada grupo, sendo consideradas diferenças significantes quando p<0,05.    




25  5- DISCUSSÃO           Este estudo investigou a influência da OH nas propriedades macroscópicas e mecânicas do tecido ósseo após a radioterapia. Alguns autores afirmam que, inicialmente, as alterações no osso irradiado in vivo são decorrentes das alterações no processo de reparo ósseo (Gal et al., 2000; Batista et al., 2014), como resultado da redução da quantidade células ósseas, hipóxia e fibrose vascular (Muhonen et al., 2004). Sendo assim, se a reparação óssea está alterada pela radioterapia (Batista et al., 2014), toda a estrutura óssea, bem como sua morfologia podem estar comprometidas. De fato, no presente estudo, a radioterapia claramente prejudicou o crescimento endocondral a partir do disco epifisário (crescimento em comprimento) e o crescimento aposicional a partir do periósteo e endósteo (crescimento em diâmetro); resultando em valores mais baixos de comprimento e espessura nas tíbias irradiadas quando comparadas com tíbias não irradiadas, mesmo após OH. Alguns autores como Eifel et al. (1988) já relataram que o crescimento ósseo é reduzido após a radiação. Considerando que o crescimento dos ossos longos em comprimento e espessura ocorre de maneira distinta, seria sensato pensar que essas áreas também seriam distintamente afetadas pela radiação. Estas diferenças na suscetibilidade entre o crescimento longitudinal e aposicional para os efeitos nocivos da radiação, além do variado potencial de recuperação do tecido após o dano, podem explicar os resultados encontrados em nosso trabalho.  Um estudo prévio de Rocha et al. (2016) demonstrou que as alterações macroscópicas após a radiação, como a redução do crescimento e deformidades morfológicas são mais frequentes quando o campo de radiação inclui o disco epifisário nos ossos longos. Isso ocorre devido à desorganização da cartilagem no disco epifisário após a radioterapia e, também porque ele é o principal responsável pelo crescimento longitudinal dos ossos longos, o que está de acordo com nossos resultados. Existem evidências de que as células relacionadas ao crescimento a partir do disco epifisário como condroblastos, e condrócitos seriam mais sensíveis à radiação do que os osteoblastos (Brighton, 
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1987; Damrom et al., 2003). Além disso, a dificuldade de recuperação do tecido cartilaginoso devido à sua própria característica avascular faz com que ele seja extremamente sensível a qualquer variação na tensão de oxigênio como ocorre após a radioterapia. Outro fator importante é que as taxas de crescimento absoluto longitudinais costumam ser maiores em magnitude absoluta, do que as taxas de crescimento laterais dos ossos (Probert & Parker, 1975), especialmente entre intervalos curtos de análise como no presente trabalho. Esses fatores podem, em parte, explicar a tendência observada da tíbia de alterações longitudinais mais evidentes mesmo em períodos curtos como os analisados.  Seguindo essa ideia, é importante notar que, no presente estudo, mesmo em tíbias irradiadas, o crescimento ainda ocorreu quando comparado cada período de tempo (3 dias e 7 dias), especialmente o crescimento aposicional. Novamente, essas diferenças na susceptibilidade entre crescimento longitudinal e aposicional aos efeitos prejudiciais da radiação e potencial variável de recuperação podem refletir as diferentes sensibilidades das populações celulares responsáveis por essas duas formas de crescimento (Brighton, 1987; Damrom et al., 2003). Spadaro et al. (2003) observaram resultados semelhantes com a discrepância no crescimento longitudinal sendo persistente, enquanto que a discrepância no crescimento aposicional decaiu com o passar do tempo. Ou seja, o crescimento decorrente a atividade do periósteo e do endósteo pareceu se recuperar mais rapidamente dos efeitos da radiação, como observado no presente trabalho. O osso tem a capacidade de se adaptar continuamente às mudanças em seu ambiente. Esta capacidade de resistir às cargas também depende da qualidade do tecido ósseo. Assim, para exercer satisfatoriamente suas funções, o osso precisa de rigidez e flexibilidade para resistir às deformações provocadas pelas forças que incidem sobre ele. Essas características mecânicas dependem de fatores intrínsecos, relacionados à matriz óssea (Cole et al., 2011), como qualidade da porção orgânica e do conteúdo inorgânico (Dunlop et al., 2010; Wernle et al., 2010), da disposição dos canais ósseos (Rabelo et al, 2010), bem como da atividade das células ósseas (Da Cunha et 
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al.2007; Lerouxel et al., 2009; Kawada et al., 2013). No presente trabalho houve uma diminuição na força máxima, rigidez e energia de trabalho para falha nas tíbias irradiadas quando comparadas com as não irradiadas. De acordo com Wernle e colaboradores (2010), após altas doses de radiação, o osso torna-se mais frágil e requer menos carga para fraturar, o que está de acordo com nossos resultados.  O prejuízo às propriedades mecânicas após a radioterapia também pode ser um reflexo das alterações do conteúdo mineral (Kiyohara et al., 2010) e mudanças na estrutura do colágeno (Michel et al., 2015), embora isso não tenha sido avaliado no presente estudo. Outro fator importante é que, as próprias alterações de crescimento observadas no presente trabalho, podem influenciar as propriedades mecânicas do osso. Isso ocorre porque as medidas das tíbias são utilizadas para definir a distância entre os pontos de apoio nos testes de flexão de 3 pontos. Ademais, amostras maiores ou mais espessas deveriam resistir mais à aplicação de carga de compressão, sendo difícil avaliar individualmente cada resultado. Além disso, o osso é um material heterogêneo, descontínuo e anisotrópico (Chappard et al., 2011) e, por isso, por mais precisos que tenham sidos os testes realizados, podem ocorrer pequenas variações de direção, modo de carregamento e dimensões dos espécimes, o que pode influenciar os resultados. O uso da oxigenação hiperbárica no presente trabalho seria principalmente para recuperar o tecido que foi diretamente afetado pela radioterapia. Durante o tratamento com OH, as tensões de oxigênio arterial podem variar de 1000-1600mmHg enquanto nos tecidos em condições normais, esses valores ficam próximos a 400mmHg (Ambiru et al., 2008). O aumento da concentração de oxigênio estimula o reparo tecidual, a proliferação celular e a angiogênese (Salgado et al., 2009; Grassmann et al., 2015), importantes para o reestabelecimento da cartilagem do disco epifisário, além de melhorar a atividade do periósteo e demais células ósseas. Era esperado que isso resultasse em melhora do crescimento e da resistência, tanto em osso normal, mas especialmente no irradiado. Entretanto, com relação à análise macroscópica, não foram observadas alterações significativas em comprimento 
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ou em espessura sendo que, em alguns parâmetros, os grupos OH e RXT+OH obtiveram menores valores de comprimento e espessura do que os grupos Controle e RXT. Considerando que o tecido ósseo apresenta resposta tardia à radiação, sendo que, os primeiros eventos são usualmente celulares, podemos pensar que a recuperação significativa das taxas de crescimento após radioterapia poderia demandar mais tempo ou ainda mais sessões de OH.  Curiosamente, em nosso estudo, com relação às propriedades mecânicas, a OH resultou em uma tendência de melhora dos resultados quando comparamos as tíbias irradiadas dos grupos RXT e RXT+OH, o que não ocorreu nos grupos não irradiados. Esperávamos que esse benefício também fosse observado no osso normal como já reportado na literatura. Mesmo após poucas sessões de OH, Rocha e colaboradores (2015) encontraram benefícios como aceleração da resolução da resposta inflamatória e estímulo à deposição óssea durante os estágios iniciais do reparo em defeitos em osso não irradiado. Porém, o trabalho de Rocha et al. (2015) envolve um modelo experimental diferente, com a confecção de um defeito ósseo em fêmur de rato. Isso nos fez pensar que a OH, mesmo após poucas sessões, pode favorecer a resposta do tecido que demanda por auxílio em seu reparo, como observado em casos de defeito ósseo (Rocha et al., 2015)  ou mesmo após radiação, como em nosso trabalho. Aparentemente, em situações críticas de injúrias ao tecido ósseo, como defeitos ósseos extensos, efeitos adversos de medicações e tratamentos, como a radioterapia, o estímulo gerado pela OH parece ser mais evidente.      Dessa maneira, considerando os resultados encontrados no presente trabalho, embora a oxigenação hiperbárica seja considerada benéfica aos tecidos, ainda há necessidade de outros estudos que avaliem seus efeitos sobre as propriedades macroscópicas e mecânicas do osso irradiado.     
29  6- CONCLUSÃO    Este estudo revelou o impacto da radiação ionizante no crescimento e nas propriedades mecânicas de tíbias de rato. Os resultados não demonstraram alterações significativas após a aplicação da OH nos intervalos de 3 e 7 dias.                 REFERÊNCIAS BIBLIOGRÁFICAS 
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ANEXO 1         
